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Electrically conductive elcctroactive conjugated polymers, and uses thereof, said polymers including at least one functional group 
covalently bonded to a first biological molecule or anti-ligand of formula (II), wherein n is an integer other than zero and i is an integer 
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(57) Abrege* 

Linvention a pour bjet des polymeres conjugues, electriquement conducteurs, et electroacdfs et leurs utilisations, ces polymeres 
cornprenant aum insun groupe fonctionnel lieYpar covalence, a une premiere molecule biologique ou anti-ligand repondant a la fbrmule 
OODdans laquelle n est un nombre entier non mil et i est un nombre entier variant de 2 a n-1, et R'l, JC\ R* n , identiques ou differcnts, 
representent chacun H ou un groupe fonctionnel susceptible de se lier, ou lie\ par covalence, a une premiere molecule biologique ou 
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POLYMERES CONJUGUES PONCTIONNALISES ELECTRIQUEMENT 
CONDUCTEURS ET ELECTRO ACTBFS, ET UTILISATIONS 

Les polymfcres conjugues, tels que polypyrroles, polythiophenes, polyanilines, 
5 polyphenylenes, et leurs derives sont connus pour leur caractere electroactif, 
largement decrit dans des ouvrages de revue tel que "Handbook of Organic 
Conducting Polymers fTJ. Skotheim Editeur, Marcel Dekker, New York, 1986). 
Ces polymeres sont obtenus sous forme de film sur electrode, sous forme de films 
auto-supportes ou encore sous forme de composite lorsqu 'allies a un polymere 
10 polycationique ou polyanionique et se component comme des Electrodes organiques, 
qui se chargent suivant un processus d'oxydation anodique, par insertion d' ions du 
milieu electrolytique. Ce processus electrochimique est reversible, la reduction 
provoquant l'expulsion des ions de ce polymere conjugu6 ou du composite 
Electroactif. 

15 Une seconde generation de polymeres conjugues a ensuite et6 decrite dans la 

litterature, obtenue par le greffage covalent, sur les unites monomeres des polymeres, 
de groupes fonctionnels, capables d'apporter une fonction additionnelle a ces 
polymeres conjugues electroactif s. A titre d'exemple, des complexes metalliques 
electrocatalytiques ont ete greffes sur les unites monomeres du polypyrrole, des 

20 macrocycles complexants specifiques ont ete greffes sur les chaines de polypyrrole ou 
de polythiophene pour la reconnaissance de cations dans un milieu electrolytique, des 
groupes chiraux ont 6t£ greffes sur des polythiophenes pour la reconnaissance 
d'anions optiquement actifs. L'ensemble de ces voies de fonctionnalisation a fait 
egalement l'objet de mises au point detaillees dans la litterature (F. Garnier, Angew. 

25 Chemie, 1989, 101, 529; A. Deronzier, J.C. Moutet, Acc. Chem. Res. 1989, 22, 
249; J. Roncali, Chem Rev., 1992, 92, 711). 

Ces demieres annees des auteurs se sont interesses a Tutilisation de polymeres 
conducteurs fonctionnalises pour le developpement de capteurs d'analytes, notamment 
a but diagnostique. Toutefois, comme indique dans la demande de brevet EP 0 314 

30 009, il 6tait communement admis par la communaute scientifique que des polymeres 
de pyrrole substitues au niveau soit de Tatome d'azote , soit directement au niveau 
des atomes de carbone du cycle pyrrole n'ftaient pas de bons candidats pour le 
developpement de capteurs d'analytes du fait notamment de la perte de conductivity 
desdits polymeres quand des groupements fonctionnels sont introduits sur le cycle 

35 heteroatomique. Pour resoudre ce probleme les auteurs de cette demande de brevet 
avaient done envisage d'utiliser des polymeres 2,5-di(2-thienylpyrrole) sur lesquds 



WO 95/29199 



PCI7FR95/00536 



2 

6tait greffde en position 3 du noyau pyrrole une partie reactive k laquelle pouvait fetre 
life par covalence une molecule organique. II convient toutefois de noter qu'en raison 
de l'hydrophobicitd des noyaux thiophfenes les polymferes ddcrits ne peuvent toe 
conducteurs et dlectroactifs dans les milieux aqueux et de ce fait ne semblent dtre 

5 adaptgs pour la detection et/ou la caractdrisation d'un analyte dans un dchantillon 
biologique (voir J. Roncali et al., Chem. Comm., 1986, page 783 et G. Tourillon et 
al., HectronalXhem., 161, 407, 1984). 

On a maintenant ddcouvert de mani&re tout k fait surprenante et k l'encontre 
de ce qui 6tait jusque Ik admis par les specialistes que la conductivity et 

10 l'£lectroactivit£ de polypyrroles sont conserves k la condition que le greffage d'un 
groupement fonctionnel soit effected en position 3 ou 4 sur le noyau pyrrole k Faide 
d'un agent de fonctionnalisation qui permet l'dloignement de la fonction visee par 
rapport au noyau pyrrole. A rextrdmitd libre du groupement fonctionnel est lid par 
covalence un anti-ligand sans que soient modifiees les propridtes prdcitdes du 

15 polymfere. De tels polym&res fonctionnalisds n'ont k ce jour jamais dte decrits et se 
sont rdvdlds dtre parfaitement approprids comme capteurs d'un ligand biologique. Par 
ailleurs, les polypyrroles se rdvfelent fetre des polymfcres intdressants du fait de leur 
biocompatibilitd. Enfin, les polypyrroles ainsi fonctionnalisds permettent de rdaliser 
des polymferes dlectroactifs et conducteurs d'epaisseurs importantes (jusqu'k plusieurs 

20 millimetres), ce qui autorise une grande densitd de sites fonctionnels et amdliore 
d'autant la sensibility. 

L'invention a done pour objet un polymfere fonctionnalisd, dlectriquement 
conducteur et dlectroactif qui rdpond k la formule I : 



25 




dans laquelle: 

30 *n est un nombre en tier non nul et i est un nombre entier variant de 2 k n-1 , et 

♦R 1 , R*, R n , identiques ou differents, reprdsentent chacun H ou un groupe 
fonctionnel susceptible de se lier, par covalence, k une premifere moldcule biologique 
ou anti-ligand, et en ce que ledit polymfere prdsente une conductivity et une 
dlectroactivitd sensiblement du mdme ordre que celle du polymfere conjugud non 

35 foncti nnalisd correspondant, c'est-&-dire du polymfere de formule I correspondant, 
dans laquelle R 1 , R*, R n reprdsentent chacun H. 
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Plus particulifcrement, le ou les groupement(s) fonctionnel(s) sont 
independamment choisis dans r ensemble de groupes fonctionnels suivants : 
Yp-C-X oi> X represente H, OH, un radical O-alkyle inferieur substitue ou non, un 
halogfcne, notamment CI; Y p -NHZ, Z repr&entant H ou un radical alkyle; Y p -NH- 
5 COCF3; Yp-X oft X rtpond k la definition ci-dessus, p etant un nombre entier de 
preference egal k 0,1 ou 2 ; -Si(alkyle>3, -Si(alkoxyle)3, ou un groupement ester 
active tel que le N-hydroxy-succinimide. 

Preferentiellement, Y repr6sente un groupement choisi parmi les alkyles ayant 
de 1 k 5 atomes de carbone, les alkoxyles ayant de 1 k 5 atomes de carbone, les 
10 poly6thers rdpondant k la formule generate (CH2-CH2-0) m -(CH2) m -, m 

reprdsentant un nombre entier variant de 1 k 3 et m' un nombre entier egal k 1 ou 2. 

L'invention a 6ga)ement pour objet un polymfere conjugue, electriquement 
conducteur, et eiectroactif comprenant au moins un groupe fonctionnel lie, par 
covalence, k une premifere molecule biologique ou anti-ligand repondant k la formule 
15 II : 




dans laquelle : 

* n est un nombre entier non nul et i est un nombre entier variant de 2 k n-1, et 

* R' 1 , R 1 *, R* n , identiques ou differents, represented chacun H ou un groupe 
fonctionnel susceptible de se Her, ou lie, par covalence, k une premiere molecule 

25 biologique ou anti-ligand. 

Avantageusement, les groupes fonctionnels lies k une molecule biologique ou 
ligand sont choisis, avant reaction avec cette derniere, dans r ensemble des groupes 
fonctionnels suivant : 

Yp-C-X o& X represente H, OH, un radical O-alkyle inferieur substitue ou non, un 
30 halog&ne, notamment CI; Y p -NHZ, Z representant H ou un radical alkyle; Y p -NH- 

CO-CF3; Yp-X oik X repond k la definition ci-dessus, p etant un nombre entier de 

preference 6gal k 0,1 ou 2 ; -Si(alkyle>3, -Si(alkoxyle>3, ou un groupement ester 

active tel que le N-hydroxy-succinimide. 

En particulier, les groupes fonctionnels lies k une molecule biologique sont 
35 identiques et consistent, avant reaction avec la ou les premiere(s) moiecule(s) 

biologique(s), en -(CH2)-COOH, lesdites.premifcres molecules biologiques ou anti- 
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ligands 6tant choisies parmi les peptides pu derives de peptides notamment Gly-Phe, 
Phe-Pro, Phe-HEA-Pro, et parmi les polynucleotides tels que roligonucieotide de 
sequence: CCTAAGAGGGAGTG. 

Un autre objet de Tinvention est r utilisation d'un polym&re conjugu6 tel que 

5 ddfini precedemment pour detecter ou doser, in vitro ou in vivo, une seconde 
molecule biologique ou ligand, diffdrente de l'anti-ligand et interagissant 
spetifiquement avec ce dernier, la detection et/ou le dosage dudit ligand etant 
effectu6 par observation et/ou mesure d'une difference de potentiel ou d'une variation 
de courant entre le polymfere conjugue non lie au ligand et le polymfcre conjugue lie 

10 au ligand. 

En particulier, les polymeres de l'invention sont utilises pour detecter et/ou 
doser une enzyme, telle qu'une enzyme prot£olytique notamment la carboxypeptidase 
A, ou un polynucleotide ou pour extraire, in vitro ou in vivo, une seconde molecule 
biologique ou ligand, differente de 1'anti-ligand et interagissant specifiquement avec 
15 ce dernier. 

Dans un mode de realisation de rinvention, le polymere conjugue est depose 
sur un substrat conducteur, tel que le metal ou un derive du carbone, ou sous la 
forme d'un film auto-supporte. 

Enfin, l'invention concerne une electrode et un film auto supporte constitues 

20 d'un substrat conducteur tel qu' un metal ou un derive de carbone et d'un polymfcre 
tel que defini precedemment. 

Dans un mode de realisation, 1'anti-ligand est specifique du ligand ou 
molecule cible. L'anti-ligand est notamment choisi pour former un complexe anti- 
ligand/moiecule cible. A titre d' exemple, le complexe peut fctre notamment represente 

25 par tout couple peptide/anticorps, anticorps/haptene, hormone/r6cepteur, les hybrides 
polynucleotide/polynucleotide, polynucldotide/acide nucieique pu analogues. 

Le terme "polynucleotide" tel qu'utilis6 dans la presente invention designe un 
enchainement d'au moins cinq d6soxyribonucieotides ou ribonucleotides comprenant 
eventuellement au moins un nucleotide modifie, par exemple un nucleotide 

30 comportant une base modifiee telle que 1'inosine, la methyl-5-desoxycitidine„ la 
dimethylamino-5-desoxyuridine, la d6soxyuridine, la diamino-2,6-purine, la bromo- 
5-desoxyuridine ou tout autre base modifiee permettant Thybridation. Ce 
polynucleotide peut egalement 6tre modifie au niveau de la liaison intemucieotidique 
(comme par exemple les liaisons phosphorothioate, H-phosphonate, alkyl- 

35 phosphonate), au niveau du squelette comme par exemple les alpha-oligonucieptides 
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(FR 2 607 507) ou les PNA (M. Egholm et aL, J- Am. Chem. Soc., (1992), 114, 
1895-1897). Chacune de ces modifications peut £tre prise en combinaison. 

Le terme "peptide" tel qu'utilis6 dans la pr£sente demande signifie notamment 
tout peptide d'au moins deux acides amines, notamment prot&ne ou fragment d 
5 protfine, oligopeptide,, ex trait, s£par£ ou substantiellement isol6 ou synth6tis6, 
notamment ceux obtenus par synthase chimique ou par expression dans un organisme 
recombinant; tout peptide dans la sequence duquel un ou plusieurs acides amines de 
la sdrie L sont remplacds par un acide amin£ de la serie D, et vice-versa; tout peptide 
dont Tune au moins des liaisons CONH, et avantageu semen t toutes les liaisons CO 

10 NH de la chaine peptidique est (sont) remplac£e(s) par une (des) liaisons NH-CO; 
tout peptide dont Tune au moins des liaisons CONH et avantageusement toutes les 
liaisons CONH est ou sont remplacee(s) par une ou des liaison(s) NH-CO, la 
chiralitg de chaque residu aminoacyle, qu'il soit implique ou non dans une ou 
plusieurs liaisons CONH sus-mentionn£es, etant soit conservee, soit inversee par 

15 rapport aux rdsidus aminoacyles constituant un peptide de reference, ces composes 
6tant encore d6sign& immunor&roides, un mimotope. 

De nombreuses classes de peptides peuvent 6tre greffdes, comme le montre la 
liste non exhaustive ci aprfes: hormones adr6nocorticotropiques ou leurs fragments; 
analogues d'angiotensines ou leurs inhibiteurs (composants du sysfeme renine- 

20 angiotensine qui r£gulent 1' hypertension renale); peptides natriuretiques; bradykinine 
et ses derives peptidiques; peptides chimiotactiques; dynorphine et ses d6riv£s; 
endorphines ou analogues; enc6phalines ou leurs derives; inhibiteurs d'enzymes (tels 
que proteases); fragments de fibronectine et derives; peptides gastrointestinaux; 
peptides associ&s au largage d'hormones de croissance; neurotensines et analogue; 

25 peptides opioides; oxytodne, vasopressine, vasotocine et derives; prolines kinases. 

Les peptides ou les polynucleotides possfedent une activitS biologique 61evee, 
et sont connus pour controler de nombreuses fonctions biologiques (A.S. Dutta, 
Advances in Drug Research, B. Testa Editeur, Academic Press, New York, 1991, 
21, 145).. Les peptides montrent par exemple un potentiel therapeutique tr&s 

30 important en tant que r&epteur agoniste ou antagoniste, en tant qu* inhibiteurs trfes 
puissants qui se lient de fa$on forte & des enzymes, principe sur lequel est bas£e la 
chromatographie dite d'affinit£. Par ailleurs, les polynucleotides peuvent, par 
reaction d'hybridation selective avec d'autres nucleotides ou fragments d'acides 
nucl£iques cibles, donner lieu & des ph£nomfenes de reconnaissance int&essants, 

35 permettant notamment le ddveloppement de nouveaux capteurs de gfenes. Ainsi, pour 
d£tecter et/ou doser un acide nucteique ou un fragment d 'acide nucl€ique cible, un 
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polymfere fonctionnalis6 lie au moins partiellement k un polynucleotide antiligand est 
mis en contact avec un echantillon susceptible de contenir la cible, puis on detecte la 
reaction d'hybridation si elle a eu lieu, soit directement par mesure d'une difference 
de potentiel ou de variation de courant entre le polym&re non lie et le polymfcre H6 
5 ayant r£agi avec la cible, soit indirectement par la meme mesure que pr6c6demment, 
mais k 1'aide d'un polynucleotide supplemental de detection susceptible de reagir 
avec la cible, ledit polynucleotide supplemental etant de preference contigu au 
polynucleotide antiligand et marque avec une molecule electroactive. 

Le terme "anticorps" tel qu'utilise dans la prSsente demande signifie tout 
10 anticorps monoclonal ou polyclonal, tout fragment d'undit anticorps tel que fragment 
Fab, Fab'2 ou Fc, ainsi que tout anticorps obtenu par modification ou recombinaison 
genetique. 

La fonctionnalisation du polypyrrole en position 3 ou 4 du cycle pyrrole peut 
etre effectute, soit sur les unites monomferes avec etape de polymerisation 

15 subs6quente, soit sur les unites monomferes d'un polymfcre synthetise au pr6alable. 
Tout agent de fonctionnalisation approprie peut dtre utilise, a la condition qu'il 
comprenne au moins une fonction reactive susceptible de reagir avec les atomes 3 
et/ou 4 du noyau pyrrole. L'agent de fonctionnalisation peut ainsi etre un agent 
unifonctionnel, k la condition qu'aprfcs 1' etape de greffage sur le noyau pyrrole une 

20 nouvelle fonction reactive soit introduite pour reaction subsequente avec 1'anti-ligand, 
soit plurifonctionnel tel que des agents bifonctionnels et en particulier homo ou hetero 
bifonctionnel- A titre d'exemple, l'agent de fonctionnalisation est choisi parmi les 
chaines alkyies ou alkoxyles ou polyethers substitu6es ou non et terminees par un 
groupe portant une fonction reactive. La fonction reactive est notamment representee 

25 par un groupement fonctionnel tel que groupement carboxylique, hydrazide, amine, 
nitrile, aldehyde, thiol, disulfure iodoacetyle, ester, anhydride, tosyle, mesyle, 
trityle, silyle ou analogues. 

La formation d'un conjugue resultant du couplage covalent d'un anti-ligand, 
par exemple un polynucleotide k un polypyrrole fonctionnalise selon I'invention peut 

30 etre effectuee selon les methodes dites directes ou indirectes connues. 

Par exemple, dans le cas d*un polynucleotide, selon la methode dirccte, on 
synthetise un polynucleotide ayant une fonction reactive sur un site quelconque de la 
chaine nucieotidique comme par exemple, l'extremite 5' ou l'extremite 3', ou sur une 
base ou sur un phosphate internucieotidique, ou sur la position 2 9 d'un sucre. Le 

35 polynucleotide est ensuite couple au poly mere, prepare au prealable et comportant 
une fonction reactive complementaire de la precedente, c'est-&-dire permettant la 



WO 95/29199 PCT/FR95/00536 



7 

formation d'une liaison covalente par reaction entre les deux fonctions r&tctives 
compiementaires, Tune portee par le polynucleotide et r autre par le polymfere 
fonctionnalisg. Par exemple, de fagon connue, on peut coupler des amines primaires 
avec un acide carboxylique active ou un aldehyde ou bien une fonction thiol avec un 
5 halog&ioalkyle. De preference, la foncdon reactive du polynucleotide pour le 
couplage sur le polymfere est k l'extremite 5' ou 3\ 

Dans la mdthode de couplage indirecte, le polynucleotide et le polymfcre sont 
chacun porteurs d'une foncdon reactive, ces fonctions r£actives pouvant etre 
identiques ou diff6rentes Tune de Tautre, ces deux fonctions n'dtant pas 

10 compiementaires mais etant capables de r£agir avec un agent interm£diaire de 
couplage qui est un rdactif bifonctionnel (homobifonctionnel si les deux fonctions 
sont identiques ou heterobifonctionnel si les deux fonctions sont differentes). Parmi 
les agents de couplage homobifonctionnels, on peut citer le DITC (phenylfene-1,4- 
diisothiocyanate), le DSS (disuccinimidylsub6rate) ou analogues, Parmi les agents de 

15 couplage het£robifonctionnels, on peut citer le SMCC (succinimidyl-4-(N- 
maieimidomethyl) cyclohexane-l-carboxylate), ou le SMPB (succinimidyl-4~(p- 
maieimido phenyl) butyrate), capables de r6agir d'une part avec une amine primaire 
et d'autre part avec un thiol. 

L f invention sera mieux comprise k la lecture de la description d£taill£e qui va 

20 suivre faite en reference aux figures annexdes dans lesquelles, 

la figure 1 repr6sente des exemples de polymferes conjugu& tels que 1) polyac&yl≠ 
2) polypyrrole ; 3) polythiophfene ; 4) polyphenyl&ne ; 5) polyaniline ; 
la figure 2A repr&sente un polypyrrole substitud en position 3 avec 1'acide acdtique 
(1) et et les figures 2B, 2C, 2D, 2E et 2F represented des polypyrroles substitu6s en 

25 position 3 avec diff&rents peptides (2 & 6, respectivement) ; 

la figure 3 repr&ente les voltamogrammes de quatre polymfcres fonctionnalis6s, ci- 
dessous identifies en milieu EfeO-NaQ 0,5 M 

le poly(pyrrole-acetique acide) en (1), le poly(pyrrole(Gly-DPhe)) en (2), le 
poly(pyrrole(Val)) en (3) et le poly(pyrrole(Phe)) en (4) ; 
30 la figure 4, represente le voltamogramme de Poly(2), en milieu HkO-NaCl 0,5 M, en 
presence de carboxypeptidase A en concentration respectivement de 0,0 mg dans 
5cm 3 d'flectrolyte (a), 1,2 mg dans 5cm 3 d'eiectrolyte (b), 2,4 mg dans 5cm 3 
d'eiectrolyte (c), et 5,0 mg dans 5cm 3 d'eiectrolyte (d) ; 

la figure 5, correspond k la reponse amperometrique d'une electrode, Poly(2), en 
35 fonction de la quantite d 1 enzyme, carboxypeptidase A, en nanomoles, existant dans 
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le milieu. La relation lindaire entre courant observd et quantity d'enzyme, k un 
potentiel de 0,3 V est donnde par rapport k une Electrode calomel saturd, 
la figure 6, est un schema de principe d'un transistor microdlectrochimique k effet de 
champ pour la detection (amplifide) de la presence d'une espfece biologique reconnue 
5 par un polymdre conducteur fonctionnalisd. Les abrdviations suivantes signifient 
respectivement: P : polymfcre. Sub, substrat. S, D, Electrodes de source et de drain 
respectivement CE, contre-dlectrode jouant le rdle de grille G. R, Electrode de 
rdfdrence. Poten., potentiostat, 

la figure 7, est un schdma de principe d'une cellule dlectrochimique k membrane 
10 polypyrrole fonctionnalisde et k deux compartments, pour l'extraction d'espfeces 

biologiques reconnues par un substituant grefTd sur une chaine de polymere conjugud electroactif, 

la figure 8, reprdsente le voltamogramme du poly[N-hydroxysuccinimide-3-pyrrole], 
en milieu acdtonitrile-0,1 M IJ1CIO4 avec une Electrode de reference au calomel 
saturd, montrant une dlectroactivitd et une rdversibilitd dlectrochimique dlevdes, 

15 la figure 9, reprdsente le voltamogramme d'une electrode de copolymfere 
Poly([pyrrole-ODN][pyrrole-COOH]), avec comme polynucldotide ou 
oligonucldotide ODN de sdquence CCTAAG AGGG AGTG . Aucune modification 
n'est observde aprfes incubation de ce polymdre avec une sdquence non able, 
GGTGATAGAAGTATC, et 

20 la figure 10, reprdsente le voltamogramme d'une Electrode de copolymfere 
PolyQ^yrrole-ODhQ|pyrToie-GOOHl), avec comme oligonucldotide ODN: 
CCTAAG AGGG AGTG • Cette Electrode a dtd incubde en prdsence d'une cible, 
CACTCCCTCTTAGG, 335 nmole, k 37°C pendant 2h. Cette Electrode a ensuite dtd 
- rincde et analysde en milieu dlectrochimique. Un ddplacement de potentiel est observE 

25 par rapport au voltamogramme prdcddent. 

Les polymferes selon l'invention sont notamment utilisables pour la ddtection 
d f espdces biologiquement actives susceptibles d'Etre prdsentes dans un dchantillon et 
de rdagir avec Tanti-ligand ou les anti-ligands greffds. En effet, comme montrd ci- 
aprfes on observe que les polymferes conjuguds fonctionnalisEs en position 3 de leur 

30 hdtErocycle et auxquels sont greffEs un ou plusieurs anti-ligands, aprEs rdaction avec 
un ou plusieurs ligands, prdsentent une modification de la rdponse dlectrochimique 
par rapport k un polym&re de rdfErence n'ayant pas rdagi avec le ou les ligands d'un 
milieu biologique, visualisde par un changement du potentiel d'oxydation. Cette 
variation du voltamogramme dlectrochimique d'oxydorEduction du polymdre conftre 

35 une fonction de capteur, et peut ainsi Etre utilisde pour une mesure quantitative de 
Tespfece biologiquement active, soit par la variation du potentiel, k courant fixe, soit 

FEUILLE RECTI FIEE (REGLE 91 ) 
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par la variation du courant, k potentiel fixe, ou encore par la realisation de transistors 
micro61ectrochimiques k effet de champ. 

Par ailleurs, les polym&res de 1 'invention sont £galement utilisables pour 
rextraction d'espfeces biologiquement actives en solution. Dans plusieurs cas, 
5 1'espfece biologiquement active en solution se combine de fagon forte k l'anti-lijgand 
greff6 sur ia chaine de polymfere, tel qu'un peptide bioactif ou un polynucleotide, ce 
qui permet done d'extraire l'espfece biologiquement active de faqon selective d'un 
milieu. Ce type detraction peut 6tre r£alis6 in vitro, ou meme in vivo lorsque le 
polymfere support est biocompatible, tel que le polypyrrole par exemple. 

10 Enfin, les polym&res de I'invention peuvent etre une source de relargage, d'un 

milieu dans un autre milieu, d'espfeces biologiquement actives (enzymes ou autres). 

La fonctionnalisation des polymferes conducteurs 61ectroactifs de I'invention, 
tels que polypyrroles, par des groupes montrant une reconnaissance vis k vis de 
composes d'intgret biologique peut etre etendue k la reconnaissance d'acides 

15 nuclfiques (AN). Ainsi le greffage de polynucleotides ou oligonucleotides, ODN, le 
long de la chaine conjuguee de polymfcres doit permettre la discrimination au sein 
d'un milieu biologique des AN ou fragments d'AN correspondants. Cette 
reconnaissance sera op€r6e par hybridation selective entre 1'ODN, greff6 sur le 
polymfere, et TAN correspondent existant dans le milieu exteme, dans lequel est 

20 immergd le film de polymfere fonctionnalise, a 1 'image de la reconnaissance 
"peptide/enzyme" d6crite ult£rieurement. La complexation "ODN/AN" r6sulte en une 
modification des propri6t£s physicochimiques du polymfere conjuguS, dont la 
caracterisation permettra de confirmer la presence de PAN recherche. 

Le point essentiel concerne la nature des proprigtgs physicochimiques du 

25 polymfere appetees k 6tre modifiees lors de la reconnaissance M ODN/AN\ En effet, 
afin de dgvelopper une m&hode de mesure rapide, sensible et quantitative de la 
presence d'AN, le but de la pr6sente invention concerne l'61aboration de mat6riaux 
eiectroactifs, dont la reponse dlectrochimique sera modifite aprfes hybridation 
"ODN/ AN". La modification concernera une variation de type potentiom&rique, 

30 com me variation du potentiel d'oxydation du polymfere, ou amp£romgtrique, par 
variation du courant d'oxydation (ou de reduction) observ6 k un potentiel determine. 
Ces variations de reponse £lectrochimique pourront Stre mesur^es quantitativement, 
les films de polymferes fonctionnalis£s ftant utilises soit comme capteurs 
61ectrochimiques de type amp6rom6trique ou potentiom&rique, soit encore dans une 

35 structure de transistor micro£lectrochimique k effet de champ, ainsi que cela a 6x6 
d6crit pr£c£demment dans le cas de la reconnaissance enzymatique k partir de 
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peptides greffcs sur polypyrrole. L'inter£t de ce type de mesures conceme la rapidit6, 
la sensibility, et la possibility de r&diser ais6ment des cartes matricielles de 2n 
elements de mesure, comportant n ODN cibles et non cibles, capables done de 
discriminer rapidement la presence ou r absence de gfenes dans un milieu. 

5 De meme que dans le cas de la reconnaissance enzymatique pr6c6demment 

decrite, un second point essentiel conceme le fait que pour obtenir une r^ponse 
eiectrochimique h un phdnomfene de reconnaissance, la fonctionnalisation en position 
3 d'un noyau heterocyclique (pyrrole) est indispensable. 

Afin d'assurer une reponse de type eiectrochimique precise pour ces 

10 polymferes, il est n£cessaire que la fonctionnalisation des chaines conjugudes soit 
compatible avec une eiectroactivite importante du polymfere fonctionnalis6. La 
n6cessit6 d'une telle eiectroactivite exige, dans le cas de polyh6terocycles hydrophiles 
tels que le polypyrrole, que la fonctionnalisation soit op6ree en position 3 du cycle 
pyrrolique. Les polymferes de T invention sont des poly meres electroactifs dans 

15 lesquels soit toutes les unites monomfcres sont fonctionnalisees avec un antiligand tel 
qu'un oligonucleotide, soit une partie seulement des unites monomferes sont ainsi 
fonctionnalisees. n est bien entendu que les unites monomferes peuvent etre 
fonctionnalisees par des antiligands identiques ou differents, dans ce dernier cas les 
polym&res de 1' invention peuvent £tre utilises pour la detection de plusieurs ligands 

20 cibles dans un meme 6chantillon. Les polymferes de l f invention peuvent etre realises 
par les differentes voies suivantes: 

a) Polymferes totalement fonctionnalis6s. 

Dans cette voie, la premifere etape concernera la fonctionnalisation du monomfere, tel 
que pyrrole, par un antiligand tel qu'un oligonucleotide determine. La seconde etape 
25 concernera ensuite la polymerisation de ce monom&re, aboutissant & un film de 
polymfere dans lequel toutes les unites monomeres sont fonctionnalisees. 

b) Copolymferes partiellement fonctionnalis6s. 

Dans le cas particulier des acides nucieiques cibles, et compte tenu du fait de leur 
taille g£n6ralement importante, la fonctionnalisation de toutes les unites monomferes, 
30 de petites tailles, du polymfere n'est pas n6cessaire, et Tune des voies concernera 
done la realisation, d'un copolymfcre, qui fera intervenir d'une part les unites 
monomferes fonctionnalisees decrites en a), et egalement des unites pyrrole non 
fonctionnalisees avec 1 'oligonucleotide antiligand. 

c) Fonctionnalisation d'un polymfere pr6curseur 

35 La fonctionnalisation partielle d'un film de polymfere peut egalement etre realisee k 
partir d'un film de polymfere conjugue, dans lequel sont introduits au prealable des 
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groupes chimiques compatibles avec le greffage d'un antiligand tel qu'un 
oligonucleotide. Dans cette voie, un monom&re comportant un synthon de greffage 
sera d'abord realise, tel que le [N-hydroxysuccinimide-3-pyrrole]. Le synthon [N- 
hydroxysuccinimide] est connu pour permettre le greffage ultfirieur d'un 
5 oligonucleotide. Ce monomfere sera par la suite polymerise, ou encore copolymdris6 
avec un autre derive de pyrrole. Le film de polymfere obtenu sera ensuite immerge 
dans un milieu r£actionnel contenant un oligonucleotide, et la reaction de greffage de 
cet oligonucleotide sur les monomferes pyrrole sera entreprise. Ce greffage 
n'interviendra en fait que sur une partie des unites monomfcres pyrrole constitutives 
10 du polymfere. 

Exemple. 1 : Synthase des monomferes 
Dans l'exemple decrit dans ce qui suit, le polypyrrole (1) a ete choisi comme support 
polymfere conjuguS compte tenu de sa biocompatibilite (H. Naarmann, 

15 communication personnelle). Un bras espaceur ac6tyle A, est greffe entre l'atome de 
carbone 3 du noyau pyrrole et le substituant peptidique pour preserver la conductivity 
et reiectroactivitd du polypyrrole fonctionnalisd correspondant. Different* peptides, 
avec leur fonction terminate carboxylique non protegee ou protegee sous la forme 
ester methylique, ont 6te choisis pour leur pertinence biologique et greffies sur un 

20 monomfere pyrrole-ac6tique acide, PyA (1). Plusieurs mono et dipeptides ont 6x£ 
greffes, et ont conduit aux derives pyrroliques suivants, represent^ sur la figure 2 : 
pyrrole-acetique acide, PyA (1), pyrrole(Glycine-dPhenylalanine), Py(Gly-DPhe) (2), 
pour sa capacite de complexation avec les enzymes proteolytiques tels que 
carboxypeptidase A (Sigma) et trypsine (Sigma) (J.R. Uren, Biochim. Acta, 1971, 

25 236, 67), pyrrole(valine), Py(Val) (3), pyrrole(phenylalanine), Py(Phe) (4), 
pyrrole(Phenylalanine-Proline), Py(Phe-Pro).(5). Des derives de dipeplide plus 
volumineux peuvent egalement ttre greffes, tel que le Ph6nylalanine- 
Hydroxyethylamine-Proline, Py(Phe[HEA]Pro) (6), connu pour fctre un inhibiteur 
potentiel int6ressant pour la protease assoctee au virus HIV-l du SIDA. Ces 

30 monomferes ont €l€ synthetases suivant une voie chimique decrite (D. Delabouglise, 
F. Gamier, Synth. Met., 1990, 39, 117). Ces monomferes ont ete purifies et 
caractdrises par RMN, microanalyse, et spectrometrie de masse. 
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Exemple Polymerisation 
Ces monomfcres ont 6t£ polymerises par voie 61ectrochimique sur Electrode de platine 
de 0,7 cm 2 » ainsi que sur grille de platine de 10 cm 2 de surface, en milieu carbonate 
de propylene avec 0,5 M de NaCl, k un potentiel constant de 0,8 V/SCE. Des films 
5 6pais de polymfcre sont obtenus, jusqu'k des 6paisseurs de 10 pun. Comme le montre 
la figure 3, r£lectroactivit6 de ces polymferes a 6t6 confirmee par voltam£trie cyclique 
en milieu H20-NaCl 0,5 M, k un pH neutre de 7. Les valeurs de potentiel 
d'oxydation, de l'ordre de 0,30 V/SCE, proches de celle du polypyrrole non 
substitu£, confirment relectroactivit6 de ces polypyrroles fonctionnalisSs avec des 
10 dipeptides, 

Exemple 3r Reconnaissance de carb oxvpeptidase A 
Les propri6t6s sp£cifiques de complexation de ces polypyrroles vis a vis d 1 enzymes 
prot£olytiques ont 6t& analysees avec la carboxypeptidase A, avec laquelle (Gly- 

15 DPhe) est connu pour former des complexes stables k pH neutre. Des solutions de 
concentration croissante de carboxypeptidase A, allant de Img k 5 mg dans 5 cm 3 de 
HbO-NaCl 0,5 M ont 6te analyses. Lorsque Ton immerge dans cette solution des 
electrodes non sp&rifiques telles que polypyrrole non substitue, ou poly(3, 4, 5 ou 6), 
un voltamogramme identique a celui obtenu k 1'exemple 2 est observe, sans 

20 modification aucune. Lorsque cependant Ton utilise le poly(pyrrole(Gly-DPhe)), 
poly(2), le voltamogramme montre un deplacement vers les potentiels plus 61ev6s, de 
0,340 V/SCE pour une quantity initiate nulle en carboxypeptidase A jusqu'k une 
valeur limite de 0,500 m V/SCE pour une quantity de 5mg de carboxypeptidase A 
dans la solution. Ce r&ultat est report^ dans la figure 4, qui montre le d£placement 

25 de potentiel, attribu6 k un encombrement et une rigidification de la chaine de 
polypyrrole, produite lors de la complexation de 1' enzyme sur le dipeptide portg par 
la chaine polymfere. La formation de ce complexe entre enzyme et poly(pyrrole- 
dipeptide) a 6\£ confirm6e par le relargage de r enzyme en milieu acide, k pH = 3, 
ainsi que cela est r6alis£ classiquement en chromatographic d* affinity (I.M. Chaiken, 

30 M. Wilchek, I. Parikh, Affinity Chromatography and Biological Recognition, 
Academic Press, New York, 1983). L'enzyme relargu6e a €i€ caract£ris£e de fa$on 
classique par le test de Bradford, en mesurant l'activitg enzymatique avec le bleu 
brillant de Comassii, et par 1' utilisation d'un standard d'albumine de serum de bovin. 
Lorsque Ton utilise un film de poly(Gly-DPhe) contenant SxlO* 6 unites monomferes, 

35 correspondant k une charge de polymerisation de 1 Coulomb, une quantity 
significative de 400 microgram mes de carboxypeptidase A a obtenue aprfcs 
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relargage dans un milieu acide. Considerant la taille de cette enzyme, de 307 unites 
d'aminoacides, cette quantite d'enzyme relargufe montre qu 1 environ 1 molecule 
d'enzyme est complex^ pour 200 unites monomfcres de (pyrrole-dipeptide), ce qui 
semble raisonnable compte tenu de la difference de taille (environ d'un facteur 100). 

5 Ce rdsultat montre egalement que 1'enzyme doit etre distribute k 1'interieur du film 
de polym&re, ce qui demontre sa permeability vis k vis de 1'enzyme. Des r&ultats 
comparables ont €\& obtenus lorsque la trypsine a 6te utilis6e comme enzyme. 
A un potentiel determine de reiectrode, comme le montre la figure 4, une variation 
de courant est observge en fonction de la concentration d'enzyme, Ce r&ultat 

10 correspond k la rgponse amp6rom6trique de reiectrode, et une des caracteristiques 
intdressantes de cette r6ponse concerne sa linearite avec la concentration d'enzyme, 
tel que le montre la figure 5. Une telle relation lineaire permet de proposer un dosage 
quantitatif de Tespfece biologique en solution, soil par 1'utilisation d'un capteur de 
type electrochimique, soit par le d6veloppement d'un transistor a effet de champ, 

15 represente schematiquement en figure 6. Le principe de fonctionnement en est le 
suivant. Le polym&re est realise sur les electrodes de source et de drain, d£pos£es sur 
un substrat. Cet ensemble est immerg6 dans la solution k analyser, et une contre- 
eiectrode dans ce meme milieu represente la grille de ce transistor. Lorsque cette 
£lectrode de grille est plac€e k un potentiel ou la variation du voltamogramme en 

20 fonction de la concentration d'enzyme est maximale, vers 0,2 V dans le cas 
represente k la figure 4, la conductivity du polymfere varie de fagon importante avec 
la concentration d'enzyme. Un potentiel applique alors entre electrodes de source et 
de drain permet d'obtenir un signal amplifie, ce transistor fonctionnant suivant le 
principe d'un transistor k effet de champ. 

25 

Exemple 4; Refrrgage contrdle d'yne enzyme 
Une caracteristique suppldmentaire interessante de ces electrodes concerne le fait 
qu'il a 6t& montre dans la litterature que le poly(pyrrole ac6tique acide), ou poly(l) 
relargue des protons dans le milieu eiectrolytique lorsqu'il est soumis k oxydation 

30 electrochimique (P. Bauerle et al. Adv. Mater., 1990, 2, 490). Des variations 
importantes de pH peuvent 6tre observees dans un faible volume eiectrolytique, 
jusqu'k des valeurs de 1'ordre de 3. Ce relargage de protons s'observe egalement 
lorsque la fonction carboxylique est eioignde du noyau pyrrole, tel que c'est le cas 
pour un aminoacide ou un peptide non protege greffe sur le pyrrole. Deux voies 

35 existent pour le relargage contrdie de protons, soit 1'utilisation d'un peptide dont la 
fonction terminale carboxylique n'est pas protegee, COOH, soit par 1'utilisation d'un 
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copolymfere entre pynrole-ac^tique acide et pyrrole-peptide proteg6. Un exemple de 
cette deuxifeme voie est donne. Un copolymfere entre Py(A), (1) et Py(Gly-DPhe), 
(2), a 6t& realise eiectrochimiquement, dans les memes conditions que pr6c6demment. 
Ce copolym&re, PoIy(l, 2) conduit, lorsque soumis k 61ectrooxydation k 0,3 V/SCE a 
5 une variation de pH importante jusqu'i pH = 4 au voisinage de r Electrode. 

A partir de ce copolymfere Poly(l, 2), ou k partir du polymfere Poly(2) dont la 
fonction carboxylique est libre, deux precedes peuvent etre mis en oeuvre pour 
r extraction, un proced£ en discontinu et un procede en continu. 

a) Procede discontinu. 

10 Ce proc6d6 consiste k utiliser une membrane ou electrode k base des mat6riaux 
pr6cit6s, de la mettre en contact avec le milieu dans lequel l'espfece biologiquement 
active recherch6e, coexiste avec d'autres espfeces. L'affinite selective apportee par le 
peptide greff6 vis k vis de cette espece recherchee provoquera la complexation de 
cette dern&re sur le peptide greff£ sur le polymfcre de r^lectrode ou de la membrane. 

15 Cette membrane ou electrode est ensuite retiree du milieu d' analyse et introduite dans 
un autre milieu, dit de recuperation. Dans ce milieu de recuperation, contenant un sel 
support de type NaCl, T61ectrode ou membrane est soumise a une oxydation 
eiectrochimique, qui provoque 1 'expulsion de protons, par les groupes acides 
carboxyliques, jusqu'a un pH suffisant pour la dissociation et le relargage de Tespfece 

20 recherch6e. 

b) . Procede en continu. 

Le copolymfere Poly(l, 2), ou le polymfcre Poly(2) avec sa fonction carboxylique 
libre, est realise sous forme de membrane ou d'fiectrode, avec 6ventueliement 1'aide 
d'un polymfere support, polycationique ou polyanionique, de type polystyrene 

25 sulfonate ou encore membrane perfluoree telle que Nafion. Cette electrode ou 
membrane, eventuellement composite, constitue la jonction entre deux compartiments 
A et B, tel que schematise dans la figure 7. Un exemple d'extraction de 
carboxypeptidase A par ce dernier precede en continu est decrit dans ce qui suit. 
I/etement bios61ectif est constitue, dans le cas expose de la figure 7, d f un 

30 copolymfere Poly (1, 2) decrit prec6demment, polymerise dans une membrane de 
NAFION (Aldrich), obtenue par Evaporation sur une grille trfes fine de platine de 10 
1*1 d'une solution k 5% de NAFION dans un melange d'alcools lineaires sup6rieurs 
(Aldrich). Le film de NAFION qui en r^sulte, qui pr&ente une 6paisseur d'environ 5 
pm 9 sen alors de support pour reiectropolymerisatidn du copolymfere Poly(l, 2), 

35 aboutissant k une membrane composite eiectroactive Poly(l , 2)-NAFION. 
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Dans une premiere 6tape 1, une quantity de 10 grammes de carboxypeptidase A est 
introduite dans le compartiment A, dans un milieu H20-NaCl 0,5 M. Une 
complexation sur la membrane de composite [Poly(l-2)]-NAFION, s'ensuit 
imm6diatement sur les unites peptidiques de (2), telle que dterite pr&6demment k 

5 1'exemple. 3. Par la suite, une oxydation est r£alis6e, au moyen d'une contre 
electrode et Electrode de reference introduites dans le compartiment B. Dans une 
seconde 6tape 2, 1'oxydation 61ectrochimique conduit au relargage de protons dans ce 
compartiment B, jusqu'St un pH de i f ordre de 4, et au relargage immddiat de la 
carboxypeptidase A. Une quantity de 1,2 grammes de carboxypeptidase A a et£ alors 

10 rdcuperee dans le compartiment B lors d'un cycle de ce processus en continu, ainsi 
que cela a et6 determine par dosage de TactivitS enzymatique. 

Ces resultats confirment ainsi le ph&iomfene de reconnaissance de ces electrodes vis k 
vis d 'enzymes, ainsi que leur capacity d' ex traction de ces enzymes. Ce comportement 
est li6 de fagon biunivoque k la nature chimique du dipeptide greffe sur la chaine de 
15 polypyrrole. 

Exemple 5: svnthfese d'un polvpyrrole fonctionnalisS a vec un polynucleotide 
ou oligonucleotide 

Cette synthase est effectute suivant les 3 6tapes suivantes. 

20 

a) Synthase du monomfcre [N-hydroxysuccinimide 3-pyrrole] 
Dans un tricol sont additionngs 0,4 mole de pyrrole-acide acetique, (I), 30 ml 
de chloroforme et 0,4 mole de N-hydroxysuccinimide, NHS; (II}. Le melange est 
soumis k agitation, puis on additionne goutte k goutte une solution de 0,4 mole de 

25 dicyclohexylcarbodiimide, DCC, dans 20 ml de chloroforme. Aprfes agitation pendant 
2 heures, un solide Wane est form6 qui est filtre et lav6 au chloroforme. Aprfes 
Evaporation et lavage k Tacdtonitrile pour se dEbarrasser de produits de reaction non 
necessaires, on recristallise le produit dans le chloroforme. On obtient alors le 
compost recherche, [N-hydroxysuccinimide-3-pyirole], (III), sous forme d'une 

30 poudre blanche. 
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Point de fusion, T F = 135 ° C. * H RMN (ppm): (NH, 1H, 9, s); pyrrole (2H, 6,7, 
m): pyrrole (1H, 6,1, s); CH2(2H, 3,8, s); Hydroxysuccinimide (4H, 2,8, s). 

b) Syn these du polymere par electropolymerisation 
5 La solution d'eiectropolymerisation contient 0,5 M L1CIO4, 0,1 M de 

monomere (III) dans racetonitrile. L'electropolymensation est realisee sur Electrode 
de platine de 0,7 cm 2 de surface, au potentiel de 0,9 V par rapport a une Electrode 
saturee au calomel, ECS, en utilisant une charge d'electropolymdrisation de 30 mC. 
Un film noir apparait sur l'electrode, correspondant a poly(III), dont Tepaisseur est 
10 d'environ 200 nm. 



15 
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L'61ectroactivite de ce polymfere a 6te analysee dans un milieu ac6tonitrile-0,5 M 
L1CIO4, montrant un pic d'oxydation \ 0,28 V/ECS, et un pic de reduction k 0,24 
V/ECS, tel que le montre la figure 8. Le faible ecart entre ces pics d'oxydation et de 
20 reduction, 40 mV, confirme la trfcs grande eiectroactivite et reversibilit6 de ce 
polymfere. 

c) Greffage d'un oligonucleotide ODN 
L f electrode pr6c6dente portant le film de polymere est immergee dans un milieu 
25 r£actionnel forme d'un melange de dimethylformamide avec 10 % de tampon borate 
0,1 M, i pH de 9,3, et 26,2 nanomoles de l'oligonucieotide, ODN, de 14 bases 
comportant la sequence CCTAAGAGGGAGTG ainsi qu'une fonction amine en 5* sur 
laquelle sera opdrte la reaction de couplage avec le groupe N-hydroxysuccinimide 
port6 par les unites pyrrole du polymfere, Cette reaction de couplage s'effectue en 2 
30 heures. Le greffage s'accompagne 6galement de Thydrolyse des groupements 
succinimide, non substituds avec 1' oligonucleotide, en acide acetique. Le polymfere 
obtenu sur r electrode correspond done k un copolyrn&re Poly([pyrrole- 
ODN][pyrrole-COOH]). 




O-hJH- OI>*J 
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Exenmle 6:, CaractErisation du phEnomfene d e reconnaissance. 
5 Le phEnomfcne de reconnaissance a €t£ confirms par la caract&isation 
Electrochimique du film de polymfcre Poly([Pyrrole-ODN][pyrrole-COOH]), obtenu k 
1'exemple 5c. L'analyse electrochimique a €\& menEe, d'abord directement sur 
I'Electrode obtenue aprfes synthase, puis aprfcs que cette electrode ait 6t£ mise en 
pr6sence d'ODN cible et d'ODN non cible. La reaction ^hybridation de ce polymfere 

10 a ainsi 6t6 rEalisee en presence d'ODN complEmentaire (cible) et d'ODN non 
complEmentaire (non cible), dans une solution aqueuse tamponnee avec du PEG. 
L'incubation est effectufe & 37 °C pendant 2 heures, en presence soil d'ODN cible 
CACTCCCTCTTAGG, en concentration de 335 nanomoles, soit en presence d'ODN 
non cible, GGTGATAGAAGTATC, en concentration de 272 nanomoles. Aprfes 

15 reaction, les films ont 6t€ rinc6s avec le tampon PEG et analyses par voltamfetrie 
cyclique. Les voltamogrammes obtenus sont reprdsentgs sur les figures 9 et 10. Les 
r&ultats montrent en premier lieu, Figure 9, que le polymfere apr&s syn these, et avant 
d'etre mis en presence de la sequence cible ou non cible, montre un pic d'oxydation 
reversible qui se situe i 0,34 V/ECS, confirmant l'61ectroactivit6 de ce polymfere 

20 fonctionnalis6. Aprfes r&ction d' incubation en presence de la s6quence non cible, et 
aprfes ringage, le voltamogramme obtenu ne montre aucune modification. Lorsque par 
contre ce polymfere est incub6 en presence de la cible, le voltamogramme obtenu , 
Figure 10, est different, avec un accroissement du potentiel d'oxydation & 0,40 
V/ECS, soit une augmentation de 60 mV. Cet accroissement est tout & fait significatif 

25 d'une hybridation qui a eu lieu entre l'ODN et la cible correspondante. Cette 
augmentation du potentiel d'oxydation est attribute & un phdnomfene de complexation 
du bras pendant le long des chaines de polypyrrole, s'accompagnant done d'un 
accroissement de l'energie necessaire & l'oxydation de ce polym&re. 

Ce r€sultat confirme que cette nouvelle classe de mat&iaux Slectroactifs, de 

30 polyh6t6rocycles conjugu6s substitu& en position 3 par un oligonucleotide, donne 
effectivement lieu & un ph&iomfene de reconnaissance d'ADN compl6mentaire, et 
d 'autre part que ces materiaux permettent une lecture Electrochimique de cette 
hybridation selective. Cette lecture Electrochimique puvre la voie & des genocapteurs 
de type flectrochimique, ampdrom6trique ou potentiomEtrique, et d'autie part k des 

35 genocapteurs de type transistor microElectrochimique k effet de champ, bas6s sur une 
reponse amp6rom6trique. 
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REVENDICATIONS 



1 - Polymfere conjugud fonctionnalis£, 61ectriquement conducteur et 6Iectroactif 
caract£ris6 en ce qu'il r6pond k la formule I : 



dans laquelle 

10 * n est un nombre entier non nul et i est un nombre entier variant de 2 k n-1, et 

* R 1 , R*, R n , identiques ou diff&rents, repr6sentent chacun H ou un groupe 
fonctionnel susceptible de se lier, par covalence, a une premiere molecule biologique 
ou anti-ligand, et en ce que ledit polymere pr^sente une conductivity et une 
electroactivitf sensiblement du meme ordre que celle du polymfere conjugue non 

15 fonctionnalis6 correspondant, c'est-k-dire du polymfere de formule I correspondant, 
dans laquelle R 1 , R*, R n repr&entent chacun H. 

2 - Polymfere selon la revendication I, caract£ris£ en ce que le ou les groupements 
fonctionnels sont independamment choisis dans l'ensemble de groupes fonctionnels 

20 suivants : 

Yp-C-X ou X repr6sente H, OH, un radical O-alkyle inferieur substitug ou non, un 
halogfene, notamment CI; Yp-NHZ, Z repr&entant H ou un radical alkyle; Yp-NH- 
CQ-CF3; Yp-X o& X r6pond k la definition ci-dessus, p etant un nombre entier de 
preference 6gal k 0, 1 ou 2 ; -Si(alkyle>3, -Si(alkoxyle)3, ou un groupement ester 
25 activ6 tel que le N-hydroxy-succinimide. 

3 - Polymere selon la revendication 2, caracterisd en ce que Y represente un 
groupement choisi parmi les alkyles ayant de 1 k 5 atomes de carbone, les alkoxyles 
ayant de 1 k 5 atomes de carbone, les poly6thers rgpondant k la formule gdndrale 

30 (CH2-CH2-0) m -(CH2) m f -, m representant un nombre entier variant de 1 k 3 et m' 

un nombre entier 6gal k 1 ou 2. 

4 - Polymfere conjugu€, glectriquement conducteur, et 61ectroactif comprenant au 
moins un groupe fonctionnel li£, par covalence, k une premiere molecule biologique 

35 ou anti-ligand, caract£ris6 en ce que ledit polymfere rtpond k la formule II 



5 
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dans laquelle : 

* n est un nombre entier non nul et i est un nombre entier variant de 2 a n-1, et 

* R' 1 , R'*, R* n , identiques ou differents, reprdsentent chacun H ou un groupe 
fonctionnel susceptible de se Her, ou lie, par covalence, a une premiere molecule 
biologique ou anti-ligand. 

5 - Polymere selon la revendication 4, caracteris€ en ce que les groupes fonctionnels 
lies a une molecule biologique ou ligand sont cboisis, avant reaction avec cette 
derniere, dans 1 'ensemble des groupes fonctionnels suivant : 

Yp-C-X oii X represente H, OH, un radical O-alkyle inferieur substitue ou non, un 
halogene, notamment CI; Y p -NHZ, Z representant H ou un radical alkyle; Y p -NH- 
CO-CF3; Yp-X ou X repond a la definition ci-dessus, p etant un nombre entier de 
preference egal a 0,1 ou 2 ; -Si(alkyle) 3 , -Si(alkoxyle) 3 , ou un groupement ester 
active tel que le N-hydroxy-succinimide. 

20 6 - Polymere selon Tune des revendication 4 et 5 , caracteris£ en ce que les groupes 
fonctionnels lies & une mol6cule biologique sont identiques et consistent, avant 
reaction avec la premiere molecule biologique, en -(CH2)-COOH. 

7 - Polymere conjugue selon la revendication 6, caracteris£ en ce que la ou les 
25 premieres molecules biologiques ou anti-ligands sont choisis parmi les peptides ou 

derives de peptides notamment Gly-Phe, Phe-Pro, Phe-Hea-Pro, et parmi les 
polynucleotides tels que l'oligonucleotide de sequence: CCTAAGAGGGAGTG. 

8 - Utilisation d'un polymere conjugue tel que defini dans l'une des revendications 4 
30 k 7, pour detecter ou doser, in vitro ou in vivo, une seconde molecule biologique ou 

ligand, differente de l'anti-ligand et interagissant specifiquement avec ce dernier, la 
detection et/ou le dosage dudit ligand etant effectu6 par observation et/ou mesure 
d'une difference de potentiel ou d'une variation de courant entre le polymere 
conjugue non lie au ligand et le polymere conjugue lie au ligand. 
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9 - Utilisation, selon la revendication 8, d'un polymfcre dtfini k la revendication 7, 
pour ddtecter et/ou doser une enzyme, telle qu'une enzyme prottolytique notamment 
la carboxypeptidase A. 

5 10 - Utilisation selon la revendication 8, d'un polymfere dtfini k Tune des 
revendications 4 k 7, pour d&ecter et/ou doser un polynucleotide tel que 
I'oiigonucltotide de sequence CACTCCCTCTTAGG. 

11 - Utilisation d'un polymfere conjugu6 selon Tune quelconque des revendications 4 
10 k 7, pour extraire, in vitro ou in vivo, une seconde molecule biologique ou ligand, 

difftrente de l'anti-ligand et interagissant sptcifiquement avec ce dernier. 

12 - Utilisation d'un polymfere conjugud selon Tune quelconque des revendications 4 
k 7, caracterist en ce que le polymfere conjugut est dtpost sur un substrat 

15 conducteur, tel que le mdtal ou un derivt du carbone, ou sous la forme d'un film 
auto-supporte. 

13 - Electrode caracterisee en ce qu'elle est constitute d'un substrat conducteur tel 
que un m£tal ou un ddrivt de carbone et d'un polymfere tel que defini dans 1'une 

20 quelconque des revendications 4 k 7. 

14 - Film auto supports d'un polymfere caract6ris6e en ce qu'elle est constitute d'un 
polymfere tel que defini dans l'une quelconque des revendications 4kl. 
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